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Abstract 
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The monochromatisation arrangement (23) contains a filter changeover device for 
monochromatising a primary beam to defined wavelengths. The primary beam is divided 
into partial beams by a dichroitical colour divider. The partial beams are alternately 
passed and blocked by a chopper and monochromatised by interference filters. The 
25 monochromatised partial beams are combined into a single beam (22) with alternating 
wavelengths via deflection mirrors and a further dichroitical colour divider. 
In the top illumination microscopy the single beam (22) is introduced to a microscope 
(25) which is controlled by a microcomputer (34). 

USE/ADVANTAGE - For rapid periodic monochromatisation of primary beam at 
30 different discrete wavelengths with high degree of time resolution and error elimination. 
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Die Erfindung betrifft eine Anordnung zurschnellen perio- 
dischen Monochromatisierung eines Primarstrahls bei ver- 
schiedenen, diskreten Wellenlangen. Dabei wird ein Primar- 
strahl mit Hilfe eines dichroitischen Farbteilers (2) in Teil- 
strahlen (3, 7) aufgespalten, die Teiistrahlen (3, 7) durch ein 
Lochblendenrad (12) alternierend freigegeben bzw. abge- 
dunkelt und durch Interferenzfitter (17. 18) monochromati- 
siert. Die so monochromatisierten Teiistrahlen werden dann 
durch Umlenkspieget (19, 21) und mit Hilfe eines weiteren 
dichroitischen Farbteilers (20) wieder zu einem einzigen 
Lichtstrahl (22) mit alternierender Wellenlange zusammen- 
gefuhrt. Diese Monochromatisierungseinrichtung wird ins- 
besondere zur Messung der Fiuoreszenzanregung biologt- 
scher Zellen bei verschiedenen Wellenlangen benutzt. Zu 
diesem Zweck wird der Lichtstrahl (22) mit alternierender 
Wellenlange in den Beleuchtungsstrahlengang eines Fluo- 
reszenzmikroskops (24) gef uhrt und die von der biologischen 
Zelle stammenden Fluoreszenzlichtsignale nach Auftren- 
nung in zwei Me&kanale A, B gemessen. Zu diesem Me&platz 
gehort weiterhin ein spezieller Probengeber (35), der eine 
schnelle Applikation von Test- bzw. Kontroll-Ldsungen am 
On der biologischen Zellen (26) erlaubt. 
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Beschreibung sultiert aus dem relativ groBen Tragheitsmoment auf- 

grund der groBen bewegten Massen. Die maximal er- 

Die Erfindung betrifft eine optische Anordnung zur reichbare Umdrehungsfrequenz liegt bei Verwendung 

schnellen, periodischen Monochromatisierung eines Pri- mehrerer Filterpaare nur in der GrbBenordnung von 

marlichtstrahls bei verschiedenen, diskreten Welienlan- 5 10 s" 1 . Eine weitere Schwierigkeit bei Filterradern mit 

gen. Die Anordnung besteht prinzipieli aus einer Filter- mehreren Filterpaaren liegt darin, daB die Filterpaare in 

umschalteinrichtung zur Monochromatisierung des Pfi- ihren optischen Eigenschaften (spektrale Durchlassig- 

mSrlichtstrahles an den vorgegebenen Wellenlangen, keit) genau ubereinstimmen miissen. Bei einem Aus- 

Der polychromatische Primarlichtstrahl kann entweder tausch bzw. einer Erneuerung einzelner Filter kann in 

durch eine technische Lichtquelle erzeugt werden, oder 10 der Regel diese Bedingung nicht mehr eingehalten wer- 

stammt von einem MeBobjekt, das photometrisch in den, so daB unter Umstanden Fremdlicht mit anderen 

Transmission, Remission, oder mit Hilfe der Streulicht- Wellenlangenkomponenten erzeugt wird (Unsymme- 

erfassung oder der Methode der Fluoreszenzanregung trien bei der Aufteilung der Strahlung auf die beiden 

untersucht wird. vorgegebenen alternierenden Wellenlangen). 

AuBerdem betrifft die Erfindung ein Verfahren zum 15 Die oben erwahnten Schwing- und Drehspiegelan- 

Betrieb dieser Einrichtung, bei dem die Fluoreszenzan- ordnungen haben den Nachteil, daB zur alternierenden 

regung biologischer Zellen bei verschiedenen Wellen- Beleuchtung des MeBobjektes mit zwei Wellenlangen 

langen gemessen wird. aufgrund der Strahlaufteilung an der Lichtquelle zwei 

Derartige Anordnungen zur periodischen Monochro- verschiedene Volumenelemente der Lichtquelle erfaBt 

matisierung finden Anwendung bei der dynamischen 20 werden. Dies fiihrt bei Xenon- oder Quecksilberdampf- 

Untersuchung von schnell ablaufenden, photometrisch lampen aufgrund von lnstabilitaten des Lichtbogens in 

erfaBbaren Vorgangen bei verschiedenen diskreten den beideh Teilstrahlen zu unterschiedlichen Intensi- . 

Wellenlangen, insbesondere bei der alternierenden tatsschwankungen und Veranderungen der spektralen • 

Fluoreszenzanregung von farbstoffmarkierten, biologi- Zusammensetzungen, die zu einer Verfalschung des 

schen Zellen, aber auch bei der zeitlichen Untersuchung 25 MeBergebnisses fuhren. AuBerdem sind bei Schwing- 

von chemischen Reaktionsvorgangen, urn Aussagen spiegeln hinreichend groBe Schwingungsamplituden bei 

uber reaktionskinetische Daten zu erhalten. In diesem hohen Frequenzennurschwierigzurealisieren. 
Zusammenhang betrifft die Erfindung auch ein Verfah- 
ren zum schnellen Losungswechsel in einer MeBkam- Aufgabe 
mer, wie es fur die Messung kinetischer Vorgange mit 30 

hoher zeitlicher Auflosung erforderlich ist. Hier setzt die Erfindung an. Es liegt die Aufgabe zu- 

grunde, eine Anordnung zur periodischen Monochro- 

Stand der Technik matisierung eines Prim&rlichtstrahls bei alternierenden 

Wellenlangen, insbesondere fiir die Zwecke der Auf- 

Zur Fluoreszenzanregung von biologischen Zellen 35 lichtfluoreszenzmikroskopie mit einer hohen Zeitauflo- 

wird haufig die Methode der Auflichtfluoreszenzmikro- sung zu entwickeln, wobei systematische MeBfehler auf- 

skopie verwendet Damit konnen bestimmte Funktio- grund mangelnder riumlicher KohSrenz der Lichtquelle 

nen und Aktivitaten der biologischen Zellen, wie z.B. die und Asymetrien bei der Aufteilung und der Wiederzu- 

Kalzium- oder pH-Regulation, meBtechnisch . erfaBt sammenfflhrung der Teilstrahlen vermieden werden sol- 

werden. Dabei werden die Anderungen der Fluores- 40 len. AuBerdem sollen Energieverluste bei der Strahlauf- 

zenzeigenschaften bestimmter Farbstoffe bei einer In- teilung minimiert werden, urn eine mdglichst hohe Emp- 

teraktion mit zellularen Bestandteilen untersucht Eini- findiichkeit zu erreicheru 
ge Farbstoffe, z.B. der Fluoreszenzfarbstoff Fura 2® zur 

Bestimmung der intrazellularen Kalziumkonzentration, Allgemeine Erlauterung und Bedeutung der Erfindung 
erlauben dabei aufgrund einer spezifischen Verschie- 45 

bung des Anregungswellenlangenmaximums bei Inter- Diese Aufgabe wird ausgehend von einer Monochro- 

aktion mit den Zellbestandteilen eine absolute Eichung matisierungseinrichtung zur Erzeugung von Licht mit 

der Messung. So kann mit Hilfe von Fura 2* die intrazel- alternierenden Wellenlangen auf der Basis einer Filter- 

lulare Kalziumkonzentration weitgehend unabhangig umschalteinrichtung zur Monochromatisierung eines 

von der verwendeten Farbstoffkonzentration in der 50 Primarstrahls an den vorgegebenen Wellenlangen erfin- 

Zelle von moglichen Zellbewegungen und von der Zell- dungsgemaB dadurch gelost, daB der Primarstrahl mit 

groBe absolut bestimmt werden. Die Voraussetzung ' Hilfe dichroitischer Farbteiler in Teilstrahlen aufgespal- 

hierfur ist die kontinuierliche Erfassung der Lichtemis- ten wird, daB die Teilstrahlen durch ein Lochblendenrad 

sion des Farbstoffs bei zwei verschiedenen Anregungs- alternierend freigegeben und durch Interferenzfilter 

wellenlangen (vgL Tsien et aL, Cell Calcium 6, 145 bis 55 monochromatisiert werden, und daB die monochromati- 

157, 1985). sierten Teilstrahlen durch Umlenkspiegel und mit Hilfe 

Die Untersuchung sehr schneller Veranclerungen der eines weiteren dichroitischen Farbteilers wieder zu ei- 

Kaiziumkonzentration, wie sie beispielsweise bei Herz- nem einzigen Lichtstrahl mit aiternierender Wellenian- 

zellen mit einer mittleren Zyklusdauer von weniger als ge zusammengefuhrt werden. 

300 ms vorkommen, erfordern eine hohe zeitliche Auf- 60 GemaB einer Weiterentwicklung der Erfindung wird 

losung der MeBtechnik und damit einen sehr schnellen die neue Monochromatisierungseinrichtung zur Mes- 

Wechsel der Anregungswellenlangen. Die bisher hierfur sung der Fluoreszenzanregung biologischer Zellen bei 

verwendeten Systeme zum Wechsel der Anregungswel- verschiedenen Wellenlangen in der Weise benutzt, daB 

lenlangen, wie Filterwechsler, Filterrader und Schwing- der Lichtstrahl mit aiternierender Wellenlange in den 

bzw. Drehspiegel sind entweder von der zeitlichen Auf- 65 Beleuchtungsstrahlengang eines Fluoreszenzmikro- 

losung her stark begrenzt oder sehr storungsempfind- skops gefuhrt wird und die von der biologischen Zelle 

lich und mit hohen Intensit&tsschwankungen behaftet stammenden elektrischen Fluoreszenzlichtsignale durch 

Die geringe zeitliche Aufldsung bei einem Filterrad re- einen mit dem Wellenlangenwechsel synchronisierten 
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Demultiplexer zwei verschiedenen MeBkanaien zuge- 
ordnetwerden. 

Vorzugsweise wird dabei innerhalb einer Halbperio- 
de des Fluoreszenzlichtsignals jeweils pro Kanal ein frei 
definierbares Zeitfenster elektronisch vorgegeben, 5 
w&hrenddessen das Fluoreszenzlichtsignal gefiltert, in- 
tegriert und einem Sample- und Hold-Glied zugefiihrt 
wird, so daB an den beiden Ausgfcngen des Demultiple- 
xers zwei den Anregungswellenlangen entsprechende 
analoge MeBsignale anstehen. 10 

Mit der Erfindung werden folgende weitere Vorteile 
erzielt: 

- Aufgrund des symmetrischen Teilstrahlengangs 
fur die Erzeugung der alternierenden Wellenlangen 15 
ist eine hone raumliche Koharenz gewahrleistet. 

- Durch den Einsatz von dichroitischen Farbtei- 
lern werden Energieverluste gering gehalten. 

- Es wird eine hone Zeitauflosung (<1 ms) bei 
hoher Frequenzstabilitat erreicht. 20 

- Bei einem Obergang auf andere Nutzwellenlan- 
gen k6nnen die Interferenzfilter im Strahlengang 
und gegebenenfalls auch die dichroitischen Farbtei- 
ler ohne aufwendige optische Nachjustierungen 
ausgetauscht werden. Die Apparatur kann also oh- 25 
ne allzu groBen Aufwand auf andere MeBwellen- 
langen umgerustet werden. Im Gegensatz dazu 
muBten z.B. bei Verwendung eines Filterrades alle 
Filterpaare ausgetauscht und optisch aufeinander 
abgestimmt werden. 30 

- Der langwellige, nicht zur Messung herangezo- 
gene Spektralanteil der Lichtquelle kann bequem 
aus dem Strahlengang ausgeblendet werden, so daB 
eine Erwarmung der kritischen Interferenzfilter 
vermieden wird. Daraus resultiert eine hohere Wei- 35 
lenlangenkonstanz und Lebensdauer der Interfe- 
renzfilter. . 
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im folgenden wird ein Ausfuhrungsbeispiel der Erfin- 
dung anhand von Zeichnungen naher erlautert 
Eszeigen: 

Fig. 1 den prinzipiellen Strahlengang fur die Mono- 
chromatisierungseinrichtung zur Erzeugung von Licht 45 
mit zwei alternierenden Wellenlangen. 

Fig. 2 die Monochromatisierungseinrichtung gemaB 
Fig. 1 in Verbindung mit einem MeBplatz zur Bestim- 
mung der Fluoreszenzanregung von biologischen Ob- 
jekten, 50 

Fig. 3 ein Prinzipschaltbild fur eine Demultiplexer- 
Schaltung zur elektronischen Zuordnung und Auswer- 
tung der Fluoreszenzlichtsignale, 

Fig. 4 ein Diagramm zur Erlauterung der elektroni- 
schen Erzeugung eines Zeitfensters bei der Auswertung 55 
der Fluoreszenzlichtsignale, 

Fig. 5 den prinzipiellen Aufbau des Probengebers bei 
dem MeBplatz nach Fig. 2. 

Fig. 6 die Vorrichtung zur Applikation einer Testlo- 
sung bei dem Probengeber nach Fig. 5 und 60 

Fig. 7 den Zeitverlauf des Fluoreszenzsignals (Re- 
sponse) nach einem Losungswechsel mit Hilfe des Pro- 
bengebers gemaB Fig. 5. 

Monochromatisierungseinrichtung 65 

GemaB Fig. 1 wird das von einer Xenon- Hochdruck- 
lampe 1 kommende Licht durch einen dichroitischen 



Farbteiler 2 in zwei Teilstrahlen 3 und 4 aufgespalten. 
Der Teilstrahl 3 umfaBt einen Wellenlangenbereich 
<360nm und der Teilstrahl 4 den Bereich >360nm. 
Durch einen zweiten dichroitischen Farbteiler 5 wird 
dann aus dem Teilstrahl 4 der Wellenlangenbereich 
>410nm.als Teilstrahl 6 ausgeblendet, wahrend der 
kurzwellige Teil zwischen 360 nm und 410 nm als Teil- 
strahl 7 umgelenkt wird. Der Teilstrahl 6, der den nicht 
genutzten sichtbaren Anteil des Spektrums der Licht- 
quelle umfaBt, wird durch eine Lichtfalle 8 aus dem 
Strahlengang ausgeblendet. Alternativ kann der Teil- 
strahl 6 aber auch dazu benutzt werden, urn die Licht- 
quelle 1 genau zu justieren. 

Der Teilstrahl 3 fallt auf einen Umlenkspiegel 9 und 
wird durch die Linse tO auf die Spaltflachen 11 (Looh- 
blenden) eines mit einer Frequenz von 1000 Hz umlau- 
fenden Chopperrades 12 fokussiert (Chopper- Motor 
13). Die Chopper-Anordnung ist so gewahlt, daB die 
Lochscheibe 12 abwechselnd die Teilstrahlen 3 und 7 
frei gibt bzw. abdunkelt. Der Teilstrahl 7 wird in analo- 
ger Weise durch die Linse 14 auf den Lochspalt 11 fo- 
kussiert AnschlieBend werden die beiden Teilstrahlen 7 
und 3 durch die Linsen 15 und 16 parallel ausgerichtet / 
Das parallele Licht des Teilstrahls 3 durchsetzt dann ein 
Interferenzfilter 17 mit einem Durchlassigkeitsmaxi- 
mum bei 340 nm, wahrend das durch die Linse 16 er- 
zeugte . Parallelstrahlenbundel des Teilstrahls 7 durch 
das Interferenzfilter 18 mit einem Durchlassigkeitsmaxi- 
mum bei 380 nm gefiltert wird. Nach Umlenkung durch 
einen Spiegel 19 trifft der bei 380 nm monochromati- 
sierte Teilstrahl 7 nach Umlenkung durch den Spiegel 19 
auf die Ruckseite eines dritten dichroitischen Farbtei- 
lers 20, der fur die Wellenlange 360 nm durchlfissig ist 
Auf der anderen Seite wird der Teilstrahl 3 mit der 
Wellenlange 340 nm durch den Spiegel 21 umgelenkt 
und trifft auf die Vorderseite des Farbteilers 20, an der 
er deckungsgleich mit dem Teilstrahl 7 reflektiert wird 
Der Farbteiler 20 wird also hier dazu benutzt urn die 
beiden Teilstrahlen 3, 7 wieder in ein einziges Strahlen- 
biindel 22 zusammenzufuhren. Der austretende Licht- 
strahl 22, dessen Wellenlange mit einer durch die Chop- 
per-Umdrehungszahl vorgegebenen Frequenz zwi- 
schen 340 nm und 380 nm hin und her wechselt, kann 
nun zur Beleuchtung eines MeBobjektes benutzt wer- 
den, dessen physikalische Eigenschaften, z.B. Remission 
oder Fluoreszenz, bei verschiedenen diskreten Wellen- 
langen untersucht werden sollen. Bei dieser Anordnung 
konnen ohne Schwierigkeiten Lichtwechselfrequenzen 
von 1000 s~ l erreicht werden, so daB die Beleuchtungs- 
einrichtung fur MeBvorgange geeignet ist bei denen 
eine Zeitauflosung von 1 ms und weniger gefordert 
wird 

MeBplatz fur Auflichtfluoreszenzmikroskopie 

GemaB Fig. 2 wird die beschriebene Monochromati- 
sierungs-Anordnung 23 als Beleuchtungseinrichtung in 
einer Apparatur fur die Auflichtfluoreszenzmikroskopie 
zur Fluoreszenzanregung eines kalzium-sensitiven 
Farbstoffes bei 340 nm und 380 nm verwendet Zu die- 
sem Zweck wird der von der Beleuchtungseinrichtung 
23 kommende Lichtstrahl 22 mit alternierenden Wellen- 
langen uber einen weiteren Farbteiler 24 in den Objek- 
tivstrahlengang eines inversen Mikroskops 25 gefUhrt. 
Der Farbteiler 24 ist ftir Wellenlangen > 410 nm durch- 
lassig, wahrend die beiden UV-Komponenten des Licht- 
strahls 22 an der Vorderseite reflektiert werden. Das 
vom biologischen Objekt 26 (Objekttisch 27) emittierte 
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Fluoreszenziicht wird vom Mikroskopobjektiv 28 nach 
dem Durchtritt durch ein Sperrfiher 29 mit einem 
Durchlassigkeitsmaximum bei 510 nm mittels eines 
halbdurchl&ssigen Spiegels 30 einerseits zu einem Oku- 
lar 31 und andererseits zu einem Photomultiplier 32 als 
lichtempfindlichen Detektor gefuhrt Das Fluoreszenz- 
lichtsignal des Photomultipliers 30 wird durch einen mit. 
dem Chopper 12, 13 synchronisierten Demultiplexer 33 
synchron zur Frequenz des Wellenl&ngenwechsels auf 
zwei Mefikanale aufgeteilt und zur Auswertung an ei- 
nen Rechner 34 weitergeleitet Der Rechner 34 iiber- 
nimmt auch die Steuerung des Objekttisches 27 mittels 
eines Schrittmotors und eines automatisierteh Proben- 
gebers35. 

Die Monochromatisierungs-Einrichtung 23 kann 
prinzipiell auch in den Detektorstrahlengang (s. Fig. 2) 
eingesetzt werden. In diesem Fall wird das MeBobjekt 
im Normalfall polychromatisch beleuchtet, wahrend der 
in die Monochromatisierungseinrichtung eintretende 
Primarstrah! mit dem MeBIicht identisch ist. 

Elektronische MeBsignalverarbeitung 

Im folgenden soil anhand der Fig. 3 und 4 die Funk- 
tion des Demultiplexers 33 naher beschrieben werden. 

Aufgabe des Demultiplexers ist die Trennung der se- 
quentiellen alternierend anstehenden Meflsignale fur 
340 nm und 380 nm und deren elektronische Aufarbei- 
tung sowie die zur Verfugungstellung zweier analoger 
Ausgangskanale A t flder beiden Fluoreszenzsignale fur 
die weitere rechnerische Verarbeitung. 

Dem Eingang 36 wird das zu den beiden UV-Wellen- 
langen gehbrende, vom Multiplier 32 kommende Fluo- 
reszenzlichtwechselsignal zugefiihrt, wahrend der ande- 
re Eingang 37 mit einer am Chopperrad 12 angeordne- 
ten Lichtschranke verbunden ist Die von der Licht- 
schranke kommenden Triggerimpulse werden zur Syn- 
chronisation und Aufteilung der zu den beiden MeBwel- 
lenlangen gehorenden Fluoreszenzlichtsignale auf die 
MeBkanale A und B benotigL Diese Zuordnung erfolgt 
im Kanaltrennungsbaustein 38. Die nachfolgende Si- 
gnalverarbeitung ist fiir beide Kanale identisch und soli 
daher nur fur den Kanal A (obere Halfte in Fig. 3) erlau- 
tert werden. Im Steuerbaustein 39 werden die Zeitpunk- 
te fur ein frei programmierbares MeBfenster festgelegt 
Infolge der Beugung und Brechung an den optischen 
Komponenten, durch kleine Dejustierungen bzw. Un- 
symmetrien in den beiden Teilstrahlen, vor allem aber 
durch die Abschattungseigenschaft des Lochblendenra- 
des im Bezug auf die Teilstrahlen, d.h. infolge der opti- 
schen Obertragungsfunktion des Gesamtsystems wech- 
selt das alternierende photometrische MeBsignal fur die 
beiden Kanale nicht rechteckig, sondern im allgemeinen 
trapezformig. Dieses reale Verhalten kann durch den 
Steuerbaustein 39 dadurch kompensiert werden, daB 
nach erfolgtem Kanaltrigger fur eine einstellbare Ver- 
zogerungszeit At v -t\ — to der noch nicht stabitisierte 
MeBwert verworfen wird. Nach Ablauf dieser Zeit (ca. 
100 usee) wird der 1. MeBwert in einen Sample-und 
Hold-Baustein 40 geschrieben und das MeBfenster mit 
einer einstellbaren Breite von AtM—h—U gedffnet 
Wahrend der Dauer des MeBfensters (ca. 300 usee) wird 
das analog anstehende MeBsignal in einem Filterbau- 
stein 41 mit frei einstellbaren Filterkanten integriert und 
gefiltert, so daB nach Ablauf der MeBzeit in einer weite- 
ren Sample- und Hold-Baugruppe 42 der gemittelte 
MeBwert fiir die Halbperiode des Kanals gebildet und 
fur die nachste Halbperiode festgehalten wird Ein nach- 
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folgendes einstellbares BandpaBfilter 43 mit einem Fre- 
quenzbereich von 2 s" 1 < f £ 2000 s" 1 eliminiert nie- 
derfrequente St6rungen. An den Ausg&ngen A und B 
stehen dann die aufgetrennten analogen Mefisignale fur 

5 A- 340 nm und A-380 nm an. Der Vorteil dieser MeB- 
werterfassung und Verarbeitung liegt darin, daB "fal- 
sche" dh. noch nicht stabilisierte MeBwerte ausgeblen- 
det und durch die Doppel-Filterung Stdrungen aus dem 
photometrischen System (z.B. Dunkelstrom, Pulsationen 

io der Zelle) weitestgehend unterdriickt werden. Hier- 
durch wird die MeB- bzw. Nachweisempfindlichkeit er- 
heblich gesteigert und die quantitative Auswertung der 
stark verrauschten Fluoreszenzsignale erheblich ver- 
bessert 

15 Zur Erl&uterung der Erzeugung des elektronischen 
Zeitfensters ist in Fig. 4 das Fluoreszenzlichtwechselsi- 
gnal und darunter das Triggersignal als Funktion der 
Zeit aufgetragen. Im Idealfall ware das MeBsignal eine 
Rechteckspannung; aufgrund der optischen Obertra- 

20 gungsverluste ergibt sich jedoch ein trapez- bzw. annS- 
hernd sinusformiger Verlauf (gestrichelte Kurve in 
Fig. 4). 

Zu den Zeitpunkten to bzw. wird jeweils mit Hilfe 
des Triggersignals der Startpunkt des MeBfensters fiir 

25 die beiden Kanale festgelegt. Nach einer frei einstellba- 
ren Verzogerungszeit ri — £o wird fur die Dauer *2— 1\ 
das MeBfenster fur den Kanal A (340 nm) aktiviert Die 
MeBzeit A f m « ti- 1\, wahrend derer das MeBsignal im 
Baustein 41 geglattet und gefiltert wird, ist ebenfalls frei 

30 einstellbar. 

Ausgehend vom Zeitpunkt /3 wird nach einer einstell- 
baren Verzogerungszeit £4— ft zum Zeitpunkt u das 
MeBfenster fiir den Kanal B gedffnet Die MeBfenster- 
breite ts—U (MeBzeit fur den Kanal B fiir die Integra- 

35 tion und Filterung) ist analog zur Signal verarbeitung im 
Kanal A ebenfalls einstellbar. Am Kanal A steht dann, 
wie oben schon beschrieben, das analoge Ausgangssi- 
gnal fiir die Fluoreszenzanregung mit A- 340 nm und 
am Kanal B das Signal fur die Anregung mit X - 380 nm 

40 an. Durch die beschriebene elektronische Ausblendung 
von Zeitfenstern im MeBsignal kann das Signal-Rausch- 
Verhaltnis und damit die Empfindlichkeit der Mefian- 
ordnung erheblich verbessert werden. 

45 Probengeber 

Nachfolgend werden Aufbau und Funktion des Pro- 
bengebers 35 anhand der Fig. 5 und 6 naher erlautert. 
Der Probengeber 35 besteht, einerseits aus einem in 

50 vertikaler Richtung verfahrbaren Mikromanipulator 44, 
der an seiner Spitze eine Halterung zur Aufnahme von 
herkommlichen Pipettenspitzen 45 und zum Befestigen 
einer Glaskapillare 46 besitzt und andererseits aus einer 
Dosiereinrichtung 47 zur Aufnahme von gebrauchlichen 

55 Einmalspritzen 48. Die Pipettenspitze 45 und die Glas- 
kapillare 46 an der Spitze des Mikromanipulators 44 
konnen mit Hilfe eines Schrittmotors 49 und einer daran 
angeordneten Spindel 50 in vertikaler Richtung prazise 
und reproduzierbar gehoben bzw. abgesenkt werden. 

60 Die ebenfalls zum Probengeber 35 gehdrende Dosier- 
einrichtung 47 besteht aus der schon erwahnten kon- 
ventionellen medizinischen Spritze 48, deren Kolben 
mittels einer von einem zweiten Schrittmotor 51 ange- 
triebenen Spindel 52 betatigt wird Die Spritze 48 und 

65 die Pipettenspitze 45 bzw. die Glaskapillare 46 am Mik- 
romanipulator 44 sind iiber eine bewegliche Schlauch- 
verbindung 53 miteinander verbunden. Beim Zudosie- 
ren einer Testlbsung aus der Spritze 48 wird die Spindel 
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52 durch den Schrittmotor 51 in definierter und repro- mit einer sehr hohen Stromungsgeschwindigkeit entste- 

duzierbarer Weise nach unten abgesenkt, wodurch ein hen, wahrend sich in der Mitte der Offnung in der Um- 

vorgegebenes Volumen der Testlosung aus der Spritze gebung der Zellen ein Gebiet mit sehr germgen Strd- 

4« herausgedruckt wird. Umgekehrt kann durch ein An- mungsgeschwindigkeiten ausbildet. Es lassen sich auf 

heben der Spindel 52 und des mit ihm verbundenen 5 diese Weise kurze Austauschzeiten von klemer 

Spritzenkolbens die Losung wieder abgesaugt werden. 300 msec erzielen. Desgleichen wird die Messung auch 

Der Schrittmotor 49 des Mikromanipulators 44 und der wahrend des Austausches der Losungen nicht gestort. 

Schrittmotor 51 der Dosiervorrichtung 47 werden von Ein typischer Zeitverlauf bei einem Losungswechsel 

dem Rechner 34 gesteuert. muHilfe des Probengebers 35 und speziell der Kapilla- 

Ober die Schlauchverbindung 53 konnen die Pipet- jo re 46 ist in Fig. 7 dargestellu In dem Diagramm ist das 

tenspitzen 45 gezielt gefullt oder entleert werden. Die relative Fiuoreszenzsignal als Funktion der Zeit bei Zu- 

vertikale Bewegung des Mikromanipulators 44 erlaubt gabe und anschlieBendem Absaugen einer Fluoreszenz- 

dabei in Verbindung mit dem motorisierten Mikroskop- farbstofflosung aufgezeichnet. Der Kurvenverlauf zeigt 

tisch 27 (Fig. 2) das Anfahren von beliebigen Positionen den Anstieg der Lichtemission bis zum Erreichen der fur 

des Tisches oder der MeBkammer 54, auf deren Boden 15 die Farbstofflosung typischen Fluoreszenzintensitat 

die zu untersuchende biologische Probe 26 angeordnet wahrend der Zugabe (markiert durch den linken Balken 

ist Die MeBkammer 54 ist La. mit einer Badflussigkeit 55 unterhalb der MeBspur) und den anschlieBenden Abfall 

gefiillt. Der Mikromanipulator 44 erlaubt in Kombina- auf das Kontrollniveau nach dem Absaugen der Farb- 

tion mit der Dosiervorrichtung 47 sowohl die genaue stofflosung (reenter Balken). Die Wechselzeiten betru- 

Abgabe einer Testlosung in unmittelbarer Nahe der 20 gen in diesem Experiment ca. 500 ms. 

biologischen Probe 26 als auch die automatische Auf- Ein unkontrolliertes Vermischen von Kontroll- und 

nahme einer neuen Losung. Auf diese Weise konnen Testlosung innerhalb der Kapillare vor dem Losungs- , 

Substanztestungen in Verbindung mit der Rechner- wechsel wird durch eine Einschniirung 58 der Kapillare ' 

steuerung vollautomatisch durchgef uhrt werden. 46 auf ca. 1 0% ihres Querschnittes an der Grenze beider 

Im Rahmen der pharmakologischen und physiologi- 25 Losungen verhindert 
schen Messungen an isolierten Zellen besteht haufig die Zum Befiillen der Kapillare 46 wird zunachst die Test- 
Anforderung, die Nahrlosung, die die Zellen umgibt, losung (ca. 10 bis 100 ul) aufgesaugt und anschlieBend 
sehr schnell gegen eine Testlosung auszutauschen, der wird so viel Kontrollosung aufgesaugt, daB die Grenz- 
in geeigneter Dosierung die zu untersuchenden Sub- flache zwischen Kontroll- und Testlosung im Bereieh 
stanzen zugegeben wurden. Der Austausch der Losun- 30 der Einschniirung liegt. Befallen und Freisetzen der L6- 
gen an der Oberflache der Zellen sollte dabei moglichst sungen wird uber die mit dem Schlauch 53 angeschlos- 
in weniger als 1 sec zu mehr als 90% vollzogen sein, sene, rechnergesteuerte Dosiereinrichtung 47 vorge- 
ohne die kontinuierliche Messung zu beeintrachtigen nommen. Die einzelnen Schritte zum Befallen der Ka- 
oder die Zellen durch hohe Str6mungsgeschwindigkei- pillare 46 und Zugeben der Testl&sung konnen so pro- 
ten zu schadigen. Fur einen solch schnellen Losungs- 35 grammgesteuert automatisch ausgefuhrt werden. 
wechsel scheidet ein Austausch des Gesamtvolumens Ein weiterer Vorteil der beschriebenen Vorrichtung 
der MeBkammer 54 von mehreren 100 u,l im allgemei- zum Losungswechsel liegt in der Moglichkeit des einfa- 
nen aus, da die benbtigten, hohen Volumenstrome zu chen Auswaschens der Testlosung. Dadurch sind Versu- 
einer sofortigen SchSdigung und Zerstorung der Zellen che mit einer nur kurzanhaltenden Exposition (von ca. 
fuhren wurden. Bei diesem Verfahren bestehen weiter- 40 1 sec) der Testlosung moglich. Dies wird durch Absau- 
hin besonders die Probieme einer gleichmaBigen gen eines geringfugig grbBeren als des zugegebenen 
DurchmischungundkonstantenThermostatisierungder Volumens erreichL Die Testlosung wird zuruck in die 
MeBkammer 54. In den bisher verwendeten MeBanord- Kapillare 46 gesaugt und die nachstromende Kontroll- 
nungen kdnnen diese Probieme nur durch eine drasti- osung 55 aus der umgebenden MeBkammer 54 wascht 
sche Verlangerung der Austauschzeiten (auf viele Se- 45 die Umgebung der Zellen von der Testlosung frei und 
kunden oder gar Minuten) gelost werden. stellt die Kontrollbedingung wieder her. Auch beim Ab- 

Durch die Verwendung einer Glaskapillare 46 gemaB saugen bildet sich das fur die Zellen gunstige Str6- 

Fig.6 mit einem Innendurchmesser von ca. 100 bis mungsprofil mit geringen Stromungsgeschwindigkeiten 

1500 jim und einer Wandstarke von ca. 1000 urn, die im Zentrum der Offnung aus. Beim vorherigen Aus- 

senkrecht zum Boden der MeBkammer 54 in einem Ab- 50 tausch der Losung in der gesamten MeBkammer 54, der 

stand von ca. 10 urn uber dem Boden. konzentrisch zu auch langsam erfolgen kann, konnte wahrend des Ab- 

den untersuchten Zellen 26 gehalten wird, entsteht im saugens der Testlosung auch auf eine weitere, von der 

Bereieh der gemessenen Zellen 26 ein von der abrigen vorgenannten unterschiedliche, Testlosung gewechselt 

MeBkammer voliig abgegrenzter Losungsraum 56 mit werden. 

einem Volumen von nur wenigen ul. Ein Losungswech- 55 Fur pharmakologische Untersuchungen besteht ein 

sel in der MeBkammer 54 hat unter diesen Bedingungen weiterer Vorteil der beschriebenen Vorrichtung in dem 

keinen EinfluB auf die zu messenden Zellen. Durch An- auBerst geringen Volumen der Testlosung (von minimal 

legen eines Oberdruckes kann aus der Offnung der 10-20 u.1), die zur Applikation und Testung einer Sub- 

Glaskapillare 46 eine geringe Volumenmenge (ca. 10 u.1) stanz benotigt werden. Die automatisierte Zugabe er- 

herausgedrackt und damit auf die in der Kapillare 46 eo laubt daruber hinaus leicht die Testung von vielen ver- 

weiter oben befindliche Testlosung 57 gewechselt wer- schiedenen Substanzen, wie dies im pharmakologischen 

den. Bei einer gut zentrierten Glaskapillare mit einem Screening erforderlich ist 

exakt Boden-parallelen Offnungsrand konnen dabei Der Rechner mit der dazugehorigen Software ermog- 

Oberraschenderweise sehr hohe Strdmungsgeschwin- licht eine einfach Bedienung und Steuerung des MeB- 

digkeiten (bis zu 40 ul/sec) benutzt werden, ohne die 65 vorganges sowie die Erfassung, Kalibrierung, Auswer- 

Zellen zu schadigen. Die Ursache hierfur liegt in der tung und graphische Darstellung der MeBergebnisse. 

gunstigen Verteilung der Str6mung an der Offnung der Auch die Identifizierung und anschlieBende sequentielle 

Kapillare 46, da unter dem Rand der Kapillare Bereiche Positionierung und Messung verschiedener biologischer 
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Proben (Zellen) sowie eine statistische Auswertung der 
durchgemessenen Zellpopulationen ist mit den erstell- 
ten Programmen moglich: 

Der beschriebene MeBplatz (Fig. 2) kann zur Unter- 
suchung von ganz verschiedenartigen Zellen verwendet 5 
und filr den Einsatz verschiedener Fluoreszenzfarbstof- 
fe durch einfaches Austauschen der dichroitischen Farb- 
teiler und Filter umgerQstet werden. Auch eine Erweite- 
rung zur synchronen Erfassung verschiedener Farbstof- 
fe in einer Zelle kann damit verhSltnismaBig leicht reali- 10 
siert werden. Das beschriebene MeBsystem ist insbe- 
sondere durch die Kombination einer Mefltechnik mit 
hoher zeitlicher Auflosung und der M&glichkeit des 
schnellen Ltisungswechsels im Bereich der Zellphysiolo- 
gie und -pharmakologie fur eine breite und generelle 15 
Anwendung geeignet. 

Patentanspriiche 

1. Anordnung zur schnellen periodischen Mono- 20 
chromatisierung eines Primarstrahls bei verschie- 
denen diskreten Wellenlangen, bestehend aus einer 
Filterumschalteinrichtung zur Monochromatisie- 
rung des Primarstrahls an den vorgegebenen Wel- 
lenlangen, dadurch gekennzeichnet, daB der Pri- 25 
marstrahl mit Hilfe eines dichroitischen Farbteilers 
(2) in Teilstrahlen (3, 7) aufgespalten wird, daB die 
Teilstrahlen (3, 7) durch ein Lochblendenrad (12) 
(Chopper) alternierend freigegeben bzw. abgedun- 
kelt werden und durch Interferenzfilter (17, 18) mo- 30 
nochromatisiert werden und daB die monochroma- 
tisierten Teilstrahlen (3, 7) durch Umlenkspiegel 
(19, 21) und mit Hilfe eines weiteren dichroitischen 
Farbteilers (20) zu einem einzigen Lichtstrahl (22) 
mit alternierender Wellenlange zusammengefuhrt 35 
werden. 

2. Verfahren zur Messung der Fiuoreszenzanre- 
gung biologischer Zellen bei verschiedenen Wel- 
lenlangen unter Verwendung der Monochromati- 
sierungseinrichtung gem&B Anspruch 1, dadurch 40 
gekennzeichnet, daB der Lichtstrahl (22) mit alter- 
nierender Wellenlange in den Beleuchtungsstrah- 
lengang eines Fluoreszenzmikroskops (24) gefOhrt 
wird und daB die von der biologischen Zelle (26) 
stammenden Fluoreszenzlichtsignale durch einen 45 
mit dem Wellenlangenwechsel synchronisierten 
Demultiplexer (33) zwei MeBkanalen A, flzugeord- 
net werden. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB innerhalb einer Halbperiode der 50 
Fluoreszenzlichtsignale frei definierbare Zeitfen- 
ster vorgegeben werden, wahrend derer das Fluo- 
reszenzlichtsignal gefiltert, integriert (41, 41*) und 
einem Scample- und Hold-Glied (42, 42*) zugefuhrt 
wird, so daB an den beiden Ausgangen A, B, des 55 
Demultiplexers (33) zwei den AnregungswellenlSn- 
gen entsprechende analoge MeBsignale anstehen. 

4. Verfahren nach Anspruch 1 bis 3, dadurch ge^ 
kennzeichnet,daB mit Hilfe einer offenen, unmittel- 
bar uber dem MeBkammerboden mit der zu unter- 60 
suchenden biologischen Zelle (26) endenden Kapil- 
lare (46) mit einer lichten Weite von 100 urn bis 
1500u.m Test- bzw. Kontrollosungen am Ort der 
biologischen Zelle (26) zudosiert werden. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 65 
zeichnet, daB mehrere Test- bzw. Kontrollosungen 

in der Kapillare (46) durch eine Einschniirung (58) 
r&umlich voneinander getrennt bereitgehalten und 
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nacheinander am Ort der biologischen Zelle (26) 
appliziert werden. 
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